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临床 研究 


沉默 干扰 素 诱导 跨 膜 乍 日 3 可 抑制 肝癌 细胞 HepG2 增 殖 和 侵袭 


XU ÉL REDE RIBERA" 
南昌 大 学 ' 第 二 附属 医院 肝胆 外 科 ,? 第 一 附属 医院 麻醉 科 , 江 西 南昌 330006 


摘要 :目的 研究 干扰 素 诱导 跨 膜 蛋白 3(IFITM3) 在 原 发 性 肝癌 中 的 异常 表达 ,探讨 沉默 IFITM3 表达 对 肝癌 细胞 系 HepG2 生 
物 学 特征 的 影响 。 方 法 通过 Western blot 和 人 免疫 组 织 化 学 染色 法 检测 60 例 肝癌 组 织 及 对 应 癌 旁 组 织 中 IFITM3 的 表达 情况 及 
相关 性 ;构建 IFITM3 小 干扰 RNA 片段 (IFITM3 si-RNA) ,采用 脂 质 体 介 导 转 染 肝癌 细胞 (HepG2 细 胞 系 ) ,同时 设置 无 义 序 列 组 
和 空白 对 照 组 ,实时 荧光 定量 PCR 检测 转 染 后 IFITM3 mRNA 的 表达 ;CCK8 (cell counting kit 8) 检 测 转 染 后 细胞 增殖 能 力 ; 
Western blot 检 测 IFITM3 在 蛋白 水 平 的 表达 ;Transwell 实 验 和 划 痕 实验 检测 细胞 侵袭 和 迁移 能 力 的 变化 。 结 果 和 癌 劳 组 织 相 
比 ,IFITM3 在 肝癌 组 织 中 的 明显 高 表达 。 与 无 义 序列 组 和 空白 对 照 组 比较 ,IFITM3 si-RNA 转 染 组 细胞 IFITM3 表达 和 细胞 增 
值 率 降低 , 穿 膜 细胞 数 也 明显 减少 ,差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 划 痕 实 验 也 表明 迁移 能 力 降 低 。 结 论 IFITM3 在 原 发 性 肝 
癌 中 高 表达 ;IFITM3 在 肝癌 细胞 增殖 和 侵袭 过 程 中 发 挥 重 要 作用 ,有 望 成 为 原 发 性 肝 瘤 基因 治疗 的 侯 选 靶 点 。 

关键 词 :肝癌 ;沉默 ;细胞 增殖 ;干扰 素 诱 导 跨 膜 蛋 白 3; 侵 秦 


Interferon-induced transmembrane protein 3 knock-down inhibits proliferation and 


invasion of hepatocellular carcinoma HepG2 cells in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the abnormal expression of interferon-induced transmembrane protein 3 (IFITM3) in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and the effect of IFITM3 knock-down on the biological behaviors of hepatocellular carcinoma 
HepG2 cells. Methods Western blot analysis and immunohistochemical staining were used to determine the expression of 
IFITMG protein in 60 HCC samples and paired adjacent tissues. A small interfering RNA fragments of IFITM3 (IFITM3 siRNA) 
was transiently transfected into HepG2 cells and expressions of IFITM3 at mRNA and protein levels were examined by 
qRT-PCR and Western blotting. The changes in the proliferation of the transfected cells were determined using cell counting 
kit 8 (CCK8) assay, and the cell invasion and migration were tested using Transwell assay and wound-healing assay. Results 
Compared with the adjacent tissues, HCC tissues expressed significantly higher levels of IFITM3. In HepG2 cells, transfection 
with IFITM3 siRNA resulted in significant down-regulation of IFITM3 expression at both the protein and mRNA levels and 
obviously suppressed cell proliferation, invasion, and migration ability as compared with the cells transfected with scrambled 
siRNA and control cells (P«0.05). Conclusion IFITMS, which is overexpressed in HCC, plays a vital role in the proliferation 
and invasion of HCC cells and may serve as a potential target for gene therapy of HCC. 

Key words: hepatocellular carcinoma; gene knock-down; cell proliferation; interferon-induced transmembrane protein 3; 
invasion 


人 类 干扰 素 诱导 跨 膜 蛋白 3(FITM3) 属 于 IFITM — IFITM3 FURA ` 结 直肠 癌 .神经 胶 质 瘤 .黑色 素 瘤 等 


基因 家 族 中 的 一 员 , 位 于 人 染色 体 11p5.5 , 碱 基 长 度 约 
1.5 Kb, HT LUE T Z! (IEN-a/IEN-DB) RI IL (IEN-G)-TF 4E 
素 诱导 i T LES VS SERES TERRE H1 37, IFITMG 编码 
蛋白 相对 分 子 质 量 约 14 000, rH 133 PAER, 
该 基因 家 族 在 免疫 细胞 信号 传导 细胞 黏附 .癌症 及 干 
细胞 迁移 等 过 程 中 起 重要 作用 。 近 年 来 ,IFITM3 在 
肿瘤 中 异常 表达 引起 人 们 高 度 关注 中 。 研 究 “* 发 现 ， 
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均 发 现 过 表达 。 但 是 IFITM3 在 肝癌 中 的 异常 表达 国内 
外 罕见 报道 。 为 进一步 确定 肝癌 中 I 下 ITM3 的 作用 ,本 
研究 以 原 发 性 肝癌 标本 以 及 低 表达 IFITM3 的 HepG2 
细胞 系 为 研究 对 象 , 人 研究 IFITM3 在 原 发 性 肝癌 中 的 异 
常 表达 ,探究 敲 低 IFITM3 的 表达 对 肝癌 细胞 生物 学 特 
征 的 影响 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

收集 60 例 南昌 大 学 第 二 附属 医院 2014 年 2 月 ~ 
2015 年 2 月 期 间 诊 断 为 原 发 性 肝癌 的 癌 组 织 及 对 应 冶 
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旁 组 织 的 标本 ,年龄 42~75 岁 ,平均 年 龄 55.6+2.8 岁 ,其 
中 男性 38 例 ,女性 22 例 ,所 有 患者 术 前 均 未 接受 任何 放 
化 疗 , 标 本 在 液 氮 中 保存 。 所 有 标本 术 后 均 经 病理 检查 
确诊 ,标本 的 采集 均 由 患者 本 人 知情 同意 并 由 南昌 大 学 
第 二 附属 医院 伦理 委员 会 审核 通过 。 

RNA 提取 试剂 (Invitrogen) 、 胎 牛 血 清和 胰 酶 
(Gibco),DMEM 培 养 液 BCA 法 蛋白 测定 试剂 盒 ( 碍 云 
X) 蛋白 上 样 缓冲 液 .蛋白 Marker( 长 城 公司 ) . 免 抗 人 
IFITM3 多 克隆 抗体 以 及 鼠 抗 人 B-actin 单 克 隆 抗体 
(Proteintech) , 潍 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 免 或 抗 鼠 
IgG( 二 抗 )( 康 为 世纪 公司 ) ;RNA 逆转 录 试 剂 盒 、 
GoTaq? qPCR Master Mix 试 剂 盒 购 自 普 洛 麦 格 (北京 ) 
生物 技术 有 限 公 司 , 脂 质 体 Lipfectamine 2000 
(Invitrogen) ,CCK8 检测 试剂 盒 (Sigma) ,PCR 引物 序 
列 由 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公 司 设计 和 合成 : 
IFITM3 引物 序列 :上 游 引 物 为 5-ACTGTCCAAACC 
TTCTTCTCTCC-3', 下 游 引物 为 5-TCGCCAACCAT 
CTTCCTGTC-3'; GAPDH 引物 序列 :上 游 引物 为 
5-CAGGGCTGCTTTTAACTCTGGT3' ,下 游 引 物 为 
5-GAITTTGGAGGGATICTCGCT3'。IFITM3 si-RNA 
质粒 的 设计 和 合成 由 百 奥 迈 科 公 司 完成 ,肝癌 HepG2 
细胞 由 江西 省 分 子 医学 重点 实验 室 传代 保存 。 

1.2 方法 

1.2.1 Western blotting 和 免疫 组 织 化 学 染色 法 检测 原 
发 性 肝癌 组 织 中 IFITM3 蛋白 的 表达 通过 RIPA 裂解 
液 收集 癌 组 织 和 癌 劳 组 织 和 蛋白 ,BCA 法 检测 总 蛋白 的 
浓度 ,各 孔 加 入 等 量 总 蛋白 进行 垂直 电泳 , 转 膜 ,TBS 漂 
洗 ,封闭 液 封闭 2 h,pB-actin 作 为 内 对 照 。 加 入 稀释 的 免 
抗 人 IFITM3 多 克隆 抗体 以 及 鼠 抗 人 PB-actin 单 克隆 抗 
体 ,4 %C 晤 育 过 夜 ,TBST 洗 涤 后 加 入 羔 根 过 氧化 物 酶 标 
记 的 山羊 抗 锡 或 抗 鼠 IgG ,室温 孵育 1 h,TBST 洗 涤 后 ， 
化 学 发 光 法 显影 。 将 收集 的 原 发 性 肝癌 患者 的 癌 组 织 
和 癌 旁 组 织 在 福 尔 马 林 中 国定 后 石蜡 包 埋 , 制 成 石蜡 切 
片 后 置 于 67 烘箱 中 , 烘 片 2h, 切 片 放 入 3% 双 氧 水 室 
温 孵 育 20 min 消 除 过 氧化 物 酶 活性 ,PBS(pH7.4) 深 液 
冲洗 3 次 ,切片 甩 干 后 加 入 IFITM3 一 抗 ( 兔 抗 ), 放 于 湿 
盒 内 4 % 孵 育 过 夜 。PBS(pH7.4) 洲 液 冲洗 3 次 ,再 加 入 
与 一 抗 相应 种 属 的 二 抗 (HRP 标 记 ) 覆 盖 组 织 ER 
育 50 min, 用 PBS 溶 液 冲 洗 3 次 ,切片 忆 干 后 滴 加 新 鲜 
配置 DAB 显 色 剂 显 色 ,用 自来水 充分 冲洗 后 染色 ,最 后 
常规 脱水 ,透明 , 封 片 。 判 断 标准 :以 细胞 质 内 出 现 棕 黄 
色 颗 粒 为 阳性 细胞 ,每 张 切 片 随机 观察 5 个 视野 计算 染 
色 强 度 及 阳性 细胞 率 。 结 合 阳 性 细胞 百分比 和 染色 强 
度 两 个 参数 综合 评价 阳性 染色 :首先 根据 阳性 细胞 数 所 
占 细胞 百分比 分 类 :(0 分 ) 未 见 阳性 细胞 ;(1 分 )<25% 阳 
性 细胞 ; (2 分 )25%~50% 阳 性 细胞 ; (3 4 )5196 7596 EH 


性 细胞 ; (4 5r)» 7596 HR TEME. RR ERRETA 
级 :(0 分 ) 无 染色 评分 ;(1 分 ) 弱 染色 评分 ;(2 分 ) 中 等 强 
度 染色 评 分 ;(3 分 ) 强 染色 评分 。 

1.2.2 构建 低 表 达 IFITM3 si-RNA 质粒 ,筛选 沉默 效果 
最 佳 序列 根据 IFITM3 基因 的 cDNA 全 序列 ,在 
ambion,invitrogen 等 公司 的 网 站 上 ,利用 软件 分 析 设 计 
出 最 佳 的 靶 序 列 , 同 时 参考 文献 上 所 用 的 革 序 列 , 将 潜 
在 的 对 序列 和 基因 组 数据 库 进 行 比 较 ,排除 和 其 他 基因 
编码 序列 同 源 的 序列 。 将 选 定 的 靶 序 列 按 
psilencer3.1-H1 neo 的 载体 要 求 , 设 计 64 个 碱 基 的 模板 
DNA J£ ïI] (template DNA sequence) , 2 HH A AEPA 
司 合成 并 成 功 构建 重组 的 psilencer3.1 载体 : 
hs-IFITMG-si-1: IE X $£ 5-CUUCUCUCCUGUCAAC 
AGUdTdT-3', 反 义 链 5-ACUGUUGACAGGAGAG 
AAGdTdT-3';hs-IFITM3-si-2: 正义 链 5-CAUUCAUU 
AAAGUGCACGUdTdT-3', 反 义 链 5-ACGUGCACU 
UUAUUGAAUGdTdT-3'; hs-IFITM3-si-3: 正义 链 
5-CUGAGAACCAUCCCAGUAAdTdT-3',, J% X f 
5-UUACUGGGAUGGUUCUCAGdT4T-3', 并 进行 
DNA 序列 测定 ,同时 设计 无 义 序列 组 重组 载体 作为 阴 
性 对 照 。 采 用 脂 质 体 Lipfectamine 2000 介 导 将 构建 的 
3 组 psilencer3.1-shIFITM3 及 无 义 序列 组 同时 转 染 对 
数 期 肝癌 HepG2 细胞 ,培养 48 h 后 提取 HepG2 的 蛋 
白 , 通 过 BCA 法 测定 蛋白 浓度 , 取 等 量 25 hg 和 蛋白 质 进 
行 Western blotting, 分 别 检测 3 组 IFITM3 si-RNA 沉 
默 效果 ,从 中 选 出 沉默 效果 最 佳 序列 。 

1.2.3 细胞 培养 及 转 数 将 HepG2 在 5% CO,、37 "CR 
件 下 接种 于 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培 养 基 中 培养 ， 
待 细胞 数量 达到 70%~80% ,遵照 脂 质 体 Lipofectamine 
2000 转 染 试剂 说 明 ,用 不 含 胎 牛 血清 的 DMEM 培 养 液 
来 进行 转 染 , 转 染 4~6h 后 , 更 换 至 含有 10% 胎 牛 血 清 的 
培养 液 中 继续 培养 24~48 h。 期 间 可 相应 提取 细胞 中 的 
总 RNA 和 总 蛋白 ,使 用 逆转 录 试 剂 盒 将 总 RNA 反 转录 
成 cDNA, 可 用 于 进行 实时 灾 光 定量 PCR 检测 ,获得 的 
总 蛋白 可 进行 Western blotting 检 测 。 

1.2.4 实时 荧光 定量 PCR 检测 转 娄 后 IFITM3 的 mRNA 
的 表达 将 沉默 序列 最 佳 的 IFITM3 si-RNA 和 无 义 序 
列 重组 质粒 通过 脂 质 体 转 染 HepG2 细 胞 ,分 成 :空白 对 
照 组 \ 低 表达 IFITM3 组 和 无 义 序列 组 3 组 , 转 染 24 hei 
提取 mRNA, 紫 外 分 光 光 度 计 测定 各 细胞 RNA 浓度 后 
逆转 录 成 cDNA, 反 应 条 件 :25 % 10 min,42 % 30 min, 
85 € 5 min。 用 BRYT Green 法 ,以 GAPDH 为 内 参照 ， 
反应 体系 为 20 uL:ddH;O 7 pL, 上 下 游 引物 各 0.4 uL, 
GoTaq? qPCR Master Mix, 2x10 uL, CXR 100x0.2 uL, 
cDNA 2 uL. HH ABI PRISM 7500 自动 荧光 PCR 仪 进 
行 荧光 定量 PCR 测 定 IFITM3 的 mRNA 表达 水 平 ,反应 
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条 件 :95 C 2 min,95 C 15 s,60 C 1 min, 共 进行 40 个 
循环 ,于 75~95 人 范围 内 绘制 溶解 曲线 。 实 验 结果 以 
GAPDH 为 内 参照 ,Opti-con 3 软件 计算 AC() 值 (2 人 
表示 目的 基因 相对 表达 值 ,对 照 组 相对 表达 值 为 1)。 各 
组 均 做 3 个 复 孔 ,实验 重复 3 次 。 

1.2.5 CCK8 实验 检测 HepG2 细胞 增殖 情况 将 各 组 转 
染 后 24 h 的 HepG2 细 胞 芒 液 在 离心 管内 反复 充分 打 
名, 按 2x10: 个 细胞 (100 pL/ 乱 ) 接 种 到 96 孔 培养 板 , 每 
组 设 有 4 个 复 孔 ,分 别 于 接种 后 0.1.2.3.4.5 d 进 行 
CCKS8 检测 :每 孔 加 入 CCK8 洲 液 10 uL, TE 596 CO2, 
37 条 件 下 培养 4 h。 测 定 各 孔 吸 光 值 (波长 490 nm). 
上 述 实验 重复 3 次 。 

1.2.6 Transwell 侵袭 实验 和 划 痕 实验 检测 HepG2 细胞 
侵袭 和 迁移 能 力 在 细胞 对 数 期 将 IFITM3 si-RNA 和 
无 义 序列 重组 质粒 转 染 至 HepG2 细 胞 中 ,培养 24p 后 
胰 酶 消化 ,离心 管内 反复 充分 打 匀 , 按 2x10’ 细 胞 数 加 入 
每 个 Transwell 小 室 , 用 无 血清 的 培养 液 在 小 室 上 面 进 
行 培养 后 ,24 孔 板 放 置 在 含 10% 胎 牛 血清 的 培养 液 ， 
37 C,5% CO, 孵 育 24h, 后 10 min 甲 醛 固 定 ,0.1% 结 唱 


N T N T 


IFITM3 


图 1 肝癌 组 织 中 IFITM3 蛋 白 的 表达 情 


紫 染色 ,倒置 显微镜 下 观察 细胞 ,随机 选取 16 个 视野 ， 
计数 穿 过 微 孔 的 细胞 数 。 培养 细胞 至 均匀 成 单 层 铺 满 
于 每 孔 后 进行 转 染 IFITM3 至 HepG2 细 胞 中 ,24 h 后 用 
10 起 枪 头 进行 划 痛 ,每 孔 划 六 粗细 均匀 ,PBS 清洗 细 
胞 ,放置 在 10% 胎 牛 血 清 的 培养 液 中 ,37 00,596 COIT 
育 ,在 倒置 显微镜 下 拍 下 0.24.48 h 后 划 痕 愈合 情况 比较 。 
1.3 统计 学 处 理 

统计 分 析 采 用 SPSS 19.0 统 计 软 件 ,实验 数据 均 以 
均 数 + 标准 差 表 示 , 用 单 因 素 方差 分 析 或 重复 测量 做 多 
组 均 数 间 比较 ,百分数 的 比较 采用 r 检 验 , 以 Px0.05 为 
差异 有 统计 学 意义 。 


结果 
2.1 肝癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 IFITM3 有 蛋白 的 表达 
Western blotting 检 测 60 例 肝癌 患者 肝癌 组 织 和 癌 
35 2] 2H rh IFITMG 蛋白 表达 情况 发 现 : 肝 瘤 组 织 
IFITM3 和 蛋白 表达 明显 高 于 对 应 瘤 旁 组 织 ,结果 差异 具 
有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 1)。 


N T N T N T NT 


B = 


Fig.1 Western blotting for detecting iie — À of IFITMS protein in hepatocellular 


carcinoma (T) and paired adjacent (N) tissues. 


2.2 免疫 组 织 化 学 染色 法 检测 IFITM3 表 达 

通过 免疫 组 织 化 学 检测 发 现 肝 癌 组 织 中 IFITM3 
蛋白 表达 阳性 率 为 81.67% (49/60) ,而 癌 旁 组 织 
IFITM3 和 蛋白 表达 阳性 率 仅 为 13.33%(8/60) ,差异 具有 
统计 学 意义 (P<0.05, 图 2)。 
2.3 沉默 效果 最 佳 序列 

将 3 组 IFITM3 si-RNA 片段 对 肝癌 HepG2 细 胞 进 
行 转 染 ,48 h 后 提取 重 白 并 进行 Western blotting 检测 
IFITM3 蛋白 表达 ,结果 筛选 出 hs-IFITM3-si-2 为 沉默 
效果 最 佳 序列 (图 3)。 
2.4 转 数 后 肝癌 细胞 IFITM3 的 mRNA 和 蛋白 的 表达 

实时 严 光 定量 PCR 检 测 IFITM3 的 mRNA 结果 显 
示 空 白 对 照 组 .无 义 序 列 组 TFITM3 si-RNA 4H 2^" 
分 别 为 1.00+0.00、0.96+0.07、0.32+0.04, 差 异 具有 统计 
学 意 (F=251.589, P=0.000) ;发 现 低 表达 IFITM3 组 中 


IFITM3 的 mRNA 与 空白 对 照 组 和 无 义 序列 组 比较 明 
显 降低 (P<0.05), 而 空白 对 照 组 .无 义 序列 组 之 间 差 异 
无 统计 学 意义 (P>0.05);Western blotting 结 果 显 示 转 染 
组 的 IFITM3 和 蛋白 表达 量 较 空白 对 照 组 和 无 义 序列 组 比 
较 均 明显 降低 (图 4)。 
2.5 CCK8 检 测 细胞 增值 情况 

CCK8 检 测 结果 显示 IFITM3 si-RNA 组 的 细胞 增 
值 率 较 无 义 序列 组 和 对 照 组 明显 不 同 ,差异 具有 统计 学 
意义 (1 d:F=23.518,P=0.001;2 d:F=109.675, P=0.000; 
3 d: F-116.278,P-0.000;4 d: F=157.658, P=0.000;5 d: 
F=211.865,P=0.000, 图 5)。 
2.6 Transwell 侵 袭 实 验 和 划 痕 实验 结果 

Transwell 侵袭 实验 结果 显示 低 表 达 IFITM3 组 较 
无 义 序列 组 和 空白 对 照 组 穿 膜 细胞 数 明 显 减 少 ,差异 具 
有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 细 胞 划 痕 实验 结果 显示 : 
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图 2 免疫 组 织 化 学 检测 肝癌 条 


- 
p 癌 旁 组 织 中 IFITM3 的 表达 情况 


Fig.2 Expression of IFITM3 protein in hepatocellular carcinoma (A) and adjacent (B) tissues 
detected by immunohistochemical staining (EnVision, Original magnification: x400). 
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图 3 Western blotting 筛选 3 组 IFITM3 si-RNA 沉默 最 
佳 序列 情况 


Fig.3 Western blotting for screening the optimal 
silencing fragment of the 3 IFITM3 siRNAs. 


p-actin 


IFITM3 


Expression of IFITM3 
mRNA (log10) 
O., © GU gg 
o i|» Fa oz = 
Q 
m |o 


低 表 达 IFITM3 组 48 h HepG2 细 胞 的 划 痕 融合 速率 比 空 
白 对 照 组 明显 减 慢 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 6)。 


3 讨论 

肝 细 胞 性 肝癌 (HCC) 是 世界 范围 内 发 病 率 最 高 恶 
性 肿瘤 之 一 ,每 年 新 发 病例 约 有 100 万 "", 也 是 我 国 最 
常见 且 恶 性 程度 最 高 的 恶性 肿瘤 之 一 汪 。 肝 瘤 死 亡 率 
高 的 原因 在 于 复发 转移 ,由 于 其 确切 的 机 制 仍 不 清楚 ， 
虽然 目前 临床 上 对 肝癌 的 复发 转移 采取 的 干预 措施 ,如 
术 前 经 皮 穿 刺 肝 动 脉 栓塞 (TAE) 或 栓塞 化 疗 (TACE)， 


图 4 转 染 后 对 肝癌 细胞 中 IFITM3 表达 的 影响 

Fig.4 Differential expression of IFITM3 in HepG2 cells after transfection. A: Significantly 
lowered expression of IFITM3 mRNA in HepG2 cells after transfection compared with the 
cells transfected with scrambled siRNA and control cells (*P«0.05); B: Differential expression 
of IFITMS protein in HepG2 cells after transfection. 1: Control cells; 2: Scrambled siRNA 


group; 3: IFITM3 siRNA group. 


术 后 TACE 和 生物 靶 向 治疗 ” ,但 是 整体 治疗 效果 仍 不 
满意 。 因 此 研究 肝 瘤 侵袭 转移 的 分 子 机 制 , 寻 找 基 因 检 
测 的 新 弓 点 ,并 采取 有 效 的 预防 治疗 措施 是 提高 肝癌 患 
者 疗效 改善 肝癌 患者 预后 的 突破 口 。 

肝癌 侵袭 和 转移 是 一 个 多 因素 .多 步骤 的 非常 复杂 
的 过 程 ,包括 上 皮 细 胞 极 性 改变 .肿瘤 细胞 间 黏 附 改变 ， 
运动 能 力 增强 , 穿 透 基底 膜 ,血管 生成 等 一 系列 变化 。 
肝癌 的 侵袭 和 转移 涉及 多 种 信号 通路 如 JAK/STAT， 
PIBK/AKT ^ , WNT/-catenin ^ ,NF-kB" 等 ,涉及 到 多 


种 粘 附 分 子 “ ,基质 金属 蛋白 酶 、 细 胞 因子 及 其 所 参与 的 
言 号 转 导 , 癌 基 因 和 抑 癌 基因 的 表达 和 调控 的 改变 。 
IFITM3 基因 参与 调节 原始 生殖 细胞 的 迁移 \ 丙 型 
肝炎 病毒 (HCV) 感 染 及 内 胚层 定位 , 介 导 调节 内 皮 细 
胞 白细胞 的 暮 附和 凋 亡 等 生物 学 过 程 ""”。 除 此 之 外 ， 
还 在 乳腺 癌 、 神 经 胶 质 瘤 、 黑 色素 净 、 胃 癌 、 宫 贷 癌 等 多 
数 恶性 肿瘤 中 广泛 高 表达 ,并 与 肿瘤 的 病理 分 化 程度 呈 
正 相关 ,同时 参与 肿瘤 发 生 发 展 及 扩散 .转移 过 程 叶 ， 
说 明 其 在 恶性 肿瘤 的 发 生 发展 及 侵袭 .转移 过 程 中 起 
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5 CCK8 检 测 转 染 后 3 组 细胞 不 同时 间 的 细胞 增殖 能 
力 与 无 义 序列 组 和 空白 对 照 组 比较 

Fig. Results of CCK8 assay showing significant 
suppression of the proliferation of cells transfected with 
IFITM3 siRNA compared with the cells transfected with 
scrambled siRNA and control cells (*P«0.05). 


表 1 Transwell 实 验 检测 转 染 后 3 组 细胞 的 侵袭 能 力 
Tab.1 Invasion capacity of the 3 groups cells after transfection 
detected by Transwell assay (1-3) 


Groups The number of cells invasion 
Control cells 170.1+7.6 
Scrambled siRNA 164.2+5.8 

IFITM3 siRNA 92.0x3.5* 

F 83.236 

P 0 


*P«0.05 vs the cells transfected with scrambled siRNA and control 


cells. 


Control 
cells 


IFITM3 
siRNA 


24h 
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果 发 现 和 癌 旁 组 织 相 比 ,IFITM3 在 肝癌 组 织 中 过 表达 ， 
差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05), 首 次 表明 IFITM3 高 表 
达 与 肝癌 的 发 生发 民有 关 。 下 调 IFITM3 表 达 后 后 , 运 
用 实时 欧 光 定量 PCR 和 Western blotting 检 测 结果 发 现 
IFITM3 的 mRNA 及 和 蛋白 的 表达 均 明 显 降低 ,差异 具有 
统计 学 意义 (P<0.05);CCK8 结 果 显 示 与 空白 对 照 组 和 
无 义 序 列 组 相 比 ,沉默 IFITM3 表达 后 ,肝癌 细胞 
HepG2 的 增值 能 力 明 显 下 降 (P<0.05); 下 调 IFITM3 表 
达 后 ,Transwell 实 验 和 划 痕 实验 检测 肝癌 细胞 的 侵袭 
和 迁移 能 力也 明显 下 降 (P<0.05) , i568] IFITM3 影响 肝 
癌 细 胞 的 侵袭 和 转移 能 力 。 

IFITM3 在 肝癌 细胞 增殖 和 侵 礁 过程 中 具体 分 子 生 
物 机 制 尚 不 清楚 。 研 究 表明 2 抑制 IFITM3 可 以 通过 影 
响 骨 桥 蛋 白 (OPN) mRNA 的 稳定 性 来 降低 OPN 的 表 
达 ,OPN 是 一 种 具有 多 种 功能 的 分 泌 性 磷酸 化 糖 和 蛋白， 
可 促进 细胞 的 竺 附和 迁移 ,被 认为 是 恶性 转化 的 分 记性 
和 蛋白 ,而 OPN 在 肝癌 中 高 表达 ,沉默 OPN 基 因 对 肝 瘤 侵 
AU EUG BER, OPN 可 以 激活 JAK/STAT3 
通路 影响 肿瘤 进展 ,STAT3 可 以 促进 类 似 MMP2 这样 
的 基因 发 挥 促进 肝 瘤 侵袭 作用 号 。 所 以 我 们 推测 


6 转 染 后 的 HepG2 细 胞 与 空白 对 照 组 48 h 细 胞 迁移 能 力 的 比较 
Fig.6 Migration of IFITM3 siRNA-trasnfected and control HepG2 cells at 24 and 48 h after transfection (EnVision, Original 


magnification: x200). 
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IFITMG 可 能 通过 JAK/STAT3 通 路 调控 MMP2 影 响 肝 
癌 细 胞 增殖 和 侵 检 。 

综 上 所 述 ,本 研究 首次 证 实 了 IFITM3 在原 发 性 肝 
癌 中 呈 高 表达 ,下 调 IFITM3 表达 可 引起 肝癌 细胞 增殖 
能 力 减 弱 , 并 抑制 肝癌 细胞 的 侵袭 和 迁移 能 力 。 首 次 说 
明 IFITM3 在 原 发 性 肝癌 的 发 生 发展 及 侵袭 .转移 过 程 
中 起 着 重要 作用 。 本 课题 组 将 深入 探究 IFITM3 在 肝癌 
细胞 增殖 和 侵 秦 过 程 中 发 挥 重要 作用 的 具体 分 子 生 物 
机 制 ,未 来 可 将 IFITM3 做 为 原 发 性 肝癌 基因 治疗 的 候 
PERLA o 
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